Introdução {#sec0005}
==========

Os rinovírus humanos (RVHs) pertencem à família *Picornaviridae*, gênero Enterovírus, e são divididos em três espécies (RVH‐A, RVH‐B e RVH‐C), com cerca de 100 sorotipos nessas espécies.[@bib0105], [@bib0110] O recente desenvolvimento de técnicas moleculares altamente sensíveis na caracterização do genoma do RVH possibilitou o reconhecimento das espécies RVH‐C.[@bib0115] Já existe comprovação de que essas novas espécies podem ser mais virulentas e estar mais fortemente associadas a infecções do trato respiratório inferior do que o RVH‐A e HRV‐B.[@bib0120]

O RVH é a causa mais comum de infecções do trato respiratório superior, responsável por pelo menos 50% dos casos de resfriado comum. Isso leva a um fardo econômico considerável em termos de consultas médicas e absenteísmo escolar e no trabalho.[@bib0110], [@bib0120] Os RVHs também têm sido associados a efeitos nas vias aéreas inferiores que resultam em morbidez e mortalidade significativas,[@bib0105] como exacerbações da doença pulmonar crônica, bronquiolite grave em neonatos e crianças, bem como pneumonia fatal em idosos e adultos imunocomprometidos.[@bib0120], [@bib0125] Em geral, as infecções por RVH ocorrem durante a primavera e o outono[@bib0130] e se manifestam de maneira diferente, depende do tipo de infecção, trato respiratório inferior ou superior. As infecções do trato respiratório superior normalmente incluem sintomas de resfriado comum, porém podem apresentar otite média aguda e rinossinusite. Por outro lado, as infecções do trato respiratório inferior podem causar sintomas graves e resultar em bronquiolite e pneumonia.[@bib0120]

No Brasil, desde a pandemia de gripe A em 2009, os hospitais de referência têm feito vigilância ativa para detectar os vírus respiratórios. Essa vigilância inclui notificação e investigação laboratorial de casos que atendem aos critérios de diagnóstico da infecção respiratória aguda grave (SARI). Esse monitoramento da infecção respiratória viral resultou em informações importantes sobre a circulação de outros vírus respiratórios adquiridos na comunidade (VRCs). Neste estudo, relatamos as características epidemiológicas, as características clínicas e os resultados das infecções por RVH em comparação com outras infecções por VRC em pacientes internados em um hospital de referência no sul do Brasil por dois anos consecutivos.

Métodos {#sec0010}
=======

Seleção de pacientes e coleta de dados {#sec0015}
--------------------------------------

Foram incluídos no estudo os pacientes internados em um centro terciário acadêmico no sul do Brasil, de quem amostras respiratórias foram coletadas e enviadas para investigação ou os quais foram diagnosticados com SARI em 2012 ou 2013. As amostras respiratórias (*swab* nasal, aspirado nasofaríngeo ou lavado broncoalveolar) foram coletadas em diferentes períodos de internação, de acordo com a recomendação médica. Os indivíduos com mais de uma amostra coletada durante o mesmo período sintomático foram considerados um único caso e apenas o primeiro resultado foi avaliado, então o número de detecções virais respiratórias não foi superestimado. Foram revisados os prontuários médicos e as fichas de notificação de gripe de pacientes com vírus respiratórios detectáveis, com foco na epidemiologia, nas manifestações clínicas, no resultado, nos achados laboratoriais e no diagnóstico da SARI. A SARI foi definida como uma síndrome gripal com sintomas de gravidade (dispneia ou saturação de oxigênio abaixo de 95%).

Durante o estudo, 1.002 casos foram identificados em ambas as bases de dados. Desses, foram excluídos cinco casos devido ao fato de os pesquisadores não conseguirem acessar os prontuários médicos e, além deles, foram excluídos mais 242, pois as amostras não foram enviadas para detecção viral. Assim, foram incluídos 755 pacientes com amostras respiratórias investigadas para detecção de vírus respiratórios. O Conselho de Revisão de Ética Institucional aprovou o estudo (número 18714013.4.0000.0096).

Detecção de vírus respiratórios (VRs) {#sec0020}
-------------------------------------

Os VRs foram detectados com uma técnica de multiplex transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT‐PCR). O genoma viral foi extraído com o *kit* de extração de RNA viral altamente puro (Roche Inc., Mannheim, Alemanha) de acordo com as orientações do fabricante. A síntese da primeira cadeia de cDNA foi atingida com o uso de iniciadores aleatórios e um sistema de transcrição reversa ImProm‐II (Promega Inc., WI, EUA). O cDNA resultante foi então submetido à técnica de PCR com o *kit* de detecção Seeplex® RV15 ACE (Seegene Inc., Coreia do Sul), de acordo com o protocolo do fabricante. Essa tecnologia de multiplex de PCR possibilita uma detecção simultânea de 15 vírus respiratórios: adenovírus humano (AdV), metapneumovírus humano (MPV), vírus parainfluenza tipo 1, 2, 3 e 4 (PIV‐1, PIV‐2, PIV‐3 e PIV‐4), gripe A (FLUA), gripe B (FLUB), vírus sincicial respiratório tipo A e B (RSV‐A, RSV‐B), rinovírus humano tipos A/B/C (RVH), enterovírus humano (EV), bocavírus humano (BoV) e coronavírus humano tipos 229E/NL63 (alfa coronavírus) e OC43/HKU1 (beta coronavírus).

Análise estatística {#sec0025}
-------------------

Os dados foram compilados com o *software* JMP, versão 5.2.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), e analisados com o *software* GraphPad Prism, versão 5.03 (GraphPad Software Inc. CA, EUA). Os testes paramétricos e não paramétricos foram usados conforme adequado. O coeficiente de correlação de Spearman não paramétrico foi usado para analisar os dados meteorológicos. As variáveis com um valor de p \< 0,05 associado na análise univariada e aquelas consideradas fatores de confusão (idade e tempo de internação) foram submetidas à regressão logística multivariada para identificar os preditores independentes para doença grave. Todos os valores de p foram bicaudais e um valor de \< 0,05 foi considerado significativo.

Dados meteorológicos {#sec0030}
--------------------

A cidade de Curitiba fica no sul do Brasil e tem um clima temperado. Os dados sobre as medições mensais de temperatura e precipitação foram fornecidos pelo Sistema Meteorológico do Paraná (Simepar).

Resultados {#sec0035}
==========

Das amostras, 444 (444/755; 59%) deram positivo para infecção por VRC, inclusive 201 (201/444; 45%) casos em 2012 e 243 (55%) em 2013. Os vírus mais frequentemente detectados foram RVH (37%) e RSV (36%) ([fig. 1](#fig0005){ref-type="fig"} ). Havia 162 casos positivos para RVH durante o período do estudo: 83 (51%) em 2012 e 79 (49%) em 2013, com 282 casos de outras infecções por vírus respiratórios durante o mesmo período.Figura 1Vírus respiratório detectado em pacientes internados com infecção respiratória grave em um hospital terciário, sul do Brasil, 2012‐2013 (n = 755). RVH A/B/C, rinovírus humano tipos A/B/C; VSR, vírus sincicial respiratório; EV, enterovírus; FLU, vírus da gripe A e B; PIV, vírus parainfluenza; ADV, adenovírus; MPV, metapneumovírus humano; CoV, coronavírus; BoV, bocavírus humano.

Para avaliar o perfil epidemiológico e o impacto clínico das infecções por RVH, os dados de pacientes infectados por RVH foram comparados com os daqueles com outras infecções por VRC, grupos 1 e grupo 2, respectivamente ([tabela 1](#tbl0005){ref-type="table"} ). Para essa análise, foram incluídos apenas os casos com infecções únicas e excluídos os com infecções hospitalares, já que, para os pacientes com infecções hospitalares que já estavam no hospital, seria esperado que eles apresentassem alguma doença de base, o que pode superestimar a gravidade das infecções. A maior parte dos pacientes infectados por RVH tinha menos de 2 anos (57%), 53% com menos de 1 ano e 37% com menos de 6 meses. Os grupos não mostraram diferença estatisticamente significativa com relação à idade média. O sexo foi distribuído de forma desigual entre os grupos.Tabela 1Comparação do perfil clínico e epidemiológico dos pacientes internados com RVH -- em comparação com outro VRC -- monoinfecções, 2012‐2013Tabela 1RVH (grupo 1)\
n = 60 (%)VRC (grupo 2)\
n = 196 (%)Análises não ajustadas valor de pAnálises ajustadas valor de p*Sexo* Masculino35 (58)92 (47)0,14‐  *Idade* \< 2 anos34 (57)138 (70) 2 a 5 anos9 (15)15 (8) 5 a 14 anos4 (7)10 (6) 14 a 50 anos7 (12)11 (7) \> 50 anos6 (9)17 (9) Faixa etária, anos1,30,60,16NS (IIQ)(0,2‐8)(0,2‐2,8)  *Tempo de internação* \< 5 dias30 (50)49 (25) 5 a 15 dias24 (40)109 (55) 15 a 30 dias4 (7)19 (10) \> 30 dias2 (3)19 (10) Média, dias4,57**0,0032**NS (IIQ)(2‐9)(4,2‐12)  *Sintomas* Febre37 (62)168 (85)**0,001**NS Tosse55 (92)189 (96)0,15 Dispneia56 (93)183 (93)0,95  *Achados radiológicos* Ausente34 (57)76 (39) Normal6 (10)18(9)0,98 Infiltrado intersticial8 (13)38 (19) Consolidação pulmonar9 (15)35 (15) Padrões misturados2 (3)13 (9) Outros achados[a](#tblfn0005){ref-type="table-fn"}1 (2)16 (9)  *Comorbidades* Sim24 (40)52 (27)**0,0430,033** Imunossupressão10 (17)23 (12)0,37 Doença pulmonar crônica10 (17)24 (12)0,37 Doença cardíaca crônica5 (8)9 (5)0,067  *Ventilação mecânica*12 (20)36 (18)0,72*UTI*18 (30)65 (33)0,60*Falecimento*2 (3)6 (3)0,53*Diagnóstico de SARI*36 (60)165 (84)**0,006**NS[^1][^2][^3]

As principais manifestações clínicas observadas em ambos os grupos incluíram febre, tosse e dispneia. Contudo, o grupo positivo para RVH apresentou uma proporção significativamente menor de casos com febre (62%, p = 0,001) e mais comorbidades do que o outro grupo (40% em comparação com 27%, p = 0,043). Apesar de imunossupressão, doença pulmonar crônica e doença cardíaca terem sido os principais problemas médicos apresentados em ambos os grupos, doença pulmonar crônica foi o problema mais frequente no grupo RVH (17%), porém sem diferença significativa. Com relação ao diagnóstico de SARI, houve um número menor de pacientes diagnosticados com essa síndrome no grupo RVH (60%, p = 0,006) do que no outro grupo VRC. Na análise multivariada da relação entre as características clínicas significativamente diferentes entre o grupo RVH e outro grupo VRC, apenas a maior prevalência de comorbidades anteriores no grupo RVH foi significativa. Os pacientes sem comorbidades apresentaram maior propensão de 1,6 (IC de 95%: 1,04‐2,34) vezes de serem infectados por VRCs em vez de RVH, em comparação com os pacientes com comorbidades.

Apesar de a maioria dos raios X de tórax de casos infectados por RVH ter sido perdida (53%), foram descritas alterações radiológicas em 85% dos exames. A maior parte dos achados observados foi infiltrado intersticial (33%) e consolidação pulmonar (28%), sem diferença significativa entre ambos os grupos.

Uma doença grave foi definida como aquela que exige suporte ventilatório mecânico ou internação em UTI ou óbito durante a internação; não foi encontrada diferença significativa entre os grupos. Dois pacientes infectados por RVH morreram durante a internação, ambos de complicações infecciosas respiratórias.

O RVH apresentou as taxas mais elevadas de coinfecção (69%) das 128 amostras com mais de um VRC detectado. Os vírus mais detectados com RVH foram EV (40/88; 45%) e RSV (29/88; 33%), conforme mostrado na [figura 1](#fig0005){ref-type="fig"}. Em 52% dos casos, a codetecção envolveu RVH mais outro vírus e em 16% dos casos o RVH foi associado a dois ou mais vírus. Em 65 casos, o RVH foi o único vírus detectado.

Foi feita uma comparação das características clínicas entre os pacientes com RVH monoinfectados e aqueles com RVH coinfectados e não foi encontrada relação entre a codetecção viral e a gravidade da doença (p = 0,717). As características clínicas associadas de forma significativa à codetecção do RVH foram: idade entre 6‐48 meses (RC = 3,2; IC de 95%: 1,3‐8,1), duração da internação de mais de 30 dias (RC = 9,7; IC de 95%: 2,5‐36,8) e ausência de diagnóstico de SARI (RC = 4,0; IC de 95%: 1,7‐9,3). Como a coinfecção com RVH sozinha não está relacionada a doenças graves, foi feita uma segunda análise para comparar a gravidade da doença entre os pacientes coinfectados por RVH e os pacientes infectados por outros VRCs. A presença ou ausência de codetecção do RVH não foram associadas à gravidade da doença (p = 0,196).

Os casos de infecção por RVH ocorreram durante todo o período do estudo ([fig. 2](#fig0010){ref-type="fig"} ). Maio a agosto foram os meses que apresentaram maior número de infecções por RVH em 2012, atingiram o pico em agosto (17 casos; 10%). Em 2013, a sazonalidade da infecção por RVH foi de março a maio, atingiu o pico em maio (19 casos; 12%). Em comparação com a distribuição mensal dos casos de RVH com temperatura média (°C) e precipitação (mm), foi demonstrada uma correlação negativa entre o número de casos de RVH e a temperatura média (rs = ‐0,636, p \< 0,001), porém não houve correlação significativa com a precipitação (rs = −0,036, p = 0,866).Figura 2Infecções por rinovírus humano: dados sobre sazonalidade, temperatura média mensal e precipitação, 2012‐2013, Curitiba, Brasil. RVH, rinovírus humano; RV, vírus respiratórios.

Discussão {#sec0040}
=========

Desde a implantação da investigação sistemática nos vírus respiratórios em pacientes internados com SARI, o RVH foi encontrado com alta frequência, sozinho ou codetectado com outros vírus respiratórios. Como algumas dessas infecções podem ter um prognóstico ruim, inclusive óbito, é essencial conhecer e melhor caracterizar essa infecção para estar preparado para seu diagnóstico precoce, seu manejo clínico adequado e sua prevenção de disseminação nosocomial.

A alta frequência do RVH encontrada em amostras clínicas de pacientes com SARI foi semelhante à relatada por Kim et al.[@bib0135] em um hospital terciário na Coreia do Sul. Kim et al.[@bib0140] analisaram uma população pediátrica internada e encontraram uma prevalência de 48%, ao passo que Walker & Ison[@bib0145] encontraram uma prevalência de 14% em uma população adulta internada. Essa diferença entre as faixas etárias foi observada neste estudo, enfatiza a maior vulnerabilidade das crianças a essa infecção, provavelmente como consequência de um processo inflamatório mais intenso motivado pela infecção primária ou por condições anatômicas favoráveis do trato respiratório em crianças mais novas.

O RSV foi o primeiro patógeno identificado como associado a doenças respiratórias graves em crianças. Contudo, desde o desenvolvimento de técnicas moleculares para detectar RVH, esse vírus tem sido o foco dos últimos estudos nessa área. Atualmente, a infecção por RVH tem sido associada a exacerbações de doenças pulmonares crônicas e pneumonia fatal em pacientes nos extremos da idade ou com comorbidades pré‐existentes.[@bib0120], [@bib0125] A importância de um estudo que avalie as características das infecções por RVH em um hospital terciário tem como base essas novas preocupações. Marcone et al.[@bib0150] relataram um maior número de infecções por RVH em crianças internadas na Argentina em comparação com pacientes pediátricos ambulatoriais com infecção respiratória aguda, o que demonstra um cenário que contribuiu para uma maior preocupação a respeito da infecção por RVH no ambiente hospitalar.

Estudos anteriores relataram que a taxa de infecção por RVH em hospitais varia de 21%‐41%.[@bib0140], [@bib0155], [@bib0160] Contudo, essa variação é provavelmente explicada pelas diferenças na idade e nas características clínicas dos pacientes analisados em cada estudo. Apesar de este estudo ter incluído todas as faixas etárias, observamos uma predominância de pacientes pediátricos infectados por RVH, em grande parte pacientes com menos de um ano. Além disso, o grupo com RVH apresentou uma maior proporção de pacientes com comorbidades pré‐existentes que o grupo com outros VRCs identificados.[@bib0130], [@bib0135], [@bib0155], [@bib0160], [@bib0165], [@bib0170] Entre as comorbidades observadas neste estudo, as doenças pulmonares crônicas foram frequentes no grupo RVH, uma correlação que já foi demonstrada em outro estudo semelhante,[@bib0170] e corrobora a forte associação entre a infecção por RVH e as exacerbações das doenças pulmonares crônicas, como doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), asma e fibrose cística.[@bib0120]

Das 444 amostras positivas para VRCs, 128 (29%) apresentaram pelo menos dois vírus codetectados, manteve‐se a expectativa de 10%‐31% encontrados em indivíduos internados.[@bib0135], [@bib0140], [@bib0175] Os vírus mais frequentemente codetectados com RVH foram EV (45%); RSV (33%) e AdV (18%); compatível com os padrões relatados anteriormente.[@bib0170], [@bib0175] Contudo, a alta frequência da codetecção de EV e RVH pode resultar do uso pela região 5'NTR do genoma viral para identificar ambos os patógenos, o que pode ter reduzido a especificidade do teste RT‐PCR.[@bib0180] As formas mais adequadas para discernir entre essas espécies seria fazer a RT‐PCR seguida de uma sequência de nucleotídeos de amplicons.[@bib0185] O alto nível de dupla infecção que envolve RVH e RSV normalmente é explicado pela coexistência desses vírus durante todo o ano e por sua variação sazonal semelhante,[@bib0175] porém essa hipótese não é unânime.[@bib0160]

Em contraste com os achados relatados por Goka et al.,[@bib0175] este estudo não mostrou associação entre a gravidade da doença e as codetecções virais. Adicionalmente, não acreditamos que o RVH tem uma influência protetora nos casos em que esteve envolvido na codetecção, pois não houve diferenças significativas na gravidade da doença ao se compararem os grupos com ou sem codetecção do RVH. Da mesma forma, em contradição com nossos achados, Asner et al.[@bib0190] observaram um aumento na gravidade da doença em crianças infectadas apenas por RVH. Dentre os fatores prováveis associados a esses achados contrastantes estão (i) a análise em diferentes grupos de pacientes (ambulatoriais e internados), (ii) a avaliação de um pequeno número de pacientes e (iii) a adoção de diferentes critérios de gravidade.

A febre foi menos frequente em pacientes infectados por RVH em comparação com outros VRCs.[@bib0195], [@bib0200] Os achados de raios X de tórax foram normais em 17%, mostraram infiltrado intersticial em 33% e consolidação pulmonar em 28% dos casos, sem diferença significativa entre os grupos RVH e outros VRCs. Esses padrões são semelhantes aos relatados por Fica et al.[@bib0155] em adultos internados no Chile. Houve um número significativamente menor de casos de SARI diagnosticado nos pacientes infectados por RVH do que outros VRCs. Em geral, 14% (110/770) dos pacientes com SARI foram infectados por RVH. Isso coincide com um estudo anterior.[@bib0200]

Os relatos sobre a sazonalidade da infecção por RVH, inclusive um estudo da Argentina,[@bib0150] que está geograficamente próxima ao sul do Brasil, mostram sua circulação principalmente no outono e na primavera.[@bib0135], [@bib0140], [@bib0195] Apesar da presença do RVH em quase todos os meses do período de estudo, diferentes picos foram observados em 2012 e 2013 e nenhum pico ocorreu na primavera. Em 2013, a maior prevalência da infecção por RVH ocorreu no outono, seguida do inverno, e vice‐versa em 2012. A análise dos dados meteorológicos encontrou uma correlação negativa entre o número de casos de RVH e a temperatura média, porém nenhuma correlação significativa com a precipitação. Contudo, para estabelecer mais precisamente a sazonalidade das infecções por RVH, a análise deve incluir mais anos.

Esta pesquisa teve algumas limitações: (i) tratou‐se de um estudo retrospectivo e alguns prontuários médicos estavam incompletos; (ii) as espécies do RVH não foram identificadas, o que teria gerado dados importantes, já que os genótipos relatados têm virulência diferente; (iii) esta análise foi feita apenas com pacientes internados, o que pode ter superestimado o impacto da infecção por HRSV; e (iv) não foi possível avaliar a frequência da infeção nosocomial por RVH, dados essenciais para as medições preventivas nos ambientes mais afetados. Contudo, este foi o primeiro relato sobre as infecções por RVH na região e é necessária uma análise essencial dos dados sobre a dinâmica de dispersão e o impacto desses vírus respiratórios sobre a comunidade.

Conclusão, o RVH tem uma alta prevalência nas crianças internadas e esteve presente em casos de doença grave, inclusive óbito. Contudo, não foi observada uma relação dependente entre a presença de RVH em codetecções virais e a gravidade da doença neste estudo. Os conflitos na literatura exigem uma análise profunda dos casos de codetecção que envolvem o RVH, com uma análise dos dados para determinar seu impacto, pois a falta de padronização entre os estudos provavelmente contribui para a divergência nos dados. A infecção por RVH está intimamente associada a comorbidades, principalmente doenças pulmonares crônicas, e é um importante fator nas exacerbações dessas doenças pulmonares de base. As estações mais frias foram o período com maior frequência das infecções por RVH no sul do Brasil, portanto deve ser um período de alerta para os médicos com relação a crianças pequenas afetadas por infecções respiratórias, principalmente aquelas com comorbidades, como doença pulmonar crônica. Os pacientes com esse perfil devem coletar amostras respiratórias para identificar uma possível infecção viral e, caso um RVH seja detectado, a equipe médica deve estar pronta para um manejo adequado com relação a possíveis resultados ruins.

Financiamento {#sec0045}
=============

O SMR é patrocinado por uma parceria com o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq).
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[^1]: IIQ, intervalo interquartil; NS, não significativo; RC, razão de chance; RVH, rinovírus humano; SARI, infecções respiratórias agudas graves; UTI, unidade de terapia intensiva; VRC, vírus respiratório adquirido na comunidade.

[^2]: Valores em negrito são estatisticamente significantes.

[^3]: Derrame pleural, atelectasia.
